Molecular Structure and Biological Function of a Novel Rhamnose-binding Lectin Family in Fish Eggs(魚類卵に存在する新規ラムノース結合特異性レクチンファミリーの分子構造と生物学的機能に関する研究) by 舘野 浩章
Molecular Structure and Biological Function of
a Novel Rhamnose-binding Lectin Family in Fish
Eggs(魚類卵に存在する新規ラムノース結合特異性
レクチンファミリーの分子構造と生物学的機能に関
する研究)
著者 舘野 浩章
号 694
発行年 2001
URL http://hdl.handle.net/10097/16639
氏 名(本籍)
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月日
学位授与の要件
研 究 科 専 攻
学位論文題 目
??
博
??
士
?? ??
儂 学)
農 博 第694号
平 成14年3月25日
学位規則第4条 第1項 該当
東北大学大学院農学研究科資源生物科学専攻
(博士課程)
MolecularStructureandBiologicalFunctionofaNovel
Rhamnose-bindingLectinFamilyinFishEggs
(魚類卵 に存在 す る新 規 ラム ノー ス結 合 特 異 性 レ クチ ン
フ ァ ミ リー の 分 子 構 造 と生 物 学 的機 能 に 関す る研 究)
論文審査委員 (主 査)教 授 村 本 光 二
教 授 齋 藤 忠 夫
教 授 佐 藤 實
一165一
論 文 内 容 要 旨
緒言
生物を構成する細胞は糖鎖で覆われているが㍉糖鎖のもつ情報と機能性は多様な細胞間相互作
用の場において利用 されているだけでな く、タンパク質の機能を多次元化 し、本体には備わって
いない性能を付け加えている。糖鎖はタンパク質、核酸につづ く生命における第3の 情報分子、
暗号を担う分子であると考えられているが、あまりに多様かつ不均一であ り、遺伝子にもコー ド
されていないなどの理由から、その意義は 酬Aの 遺伝暗号のように普遍的には理解されていな
い。その複雑な糖鎖暗号を見分けて、受信 している分子が動物レクチンであ り、近年では炎症や
免疫といった病理的 ・生理的現象の中で重要な役割をもつことが明らかになっている。糖鎖情報
受信メカニズムを明らかにすることができれば、生命における糖鎖の生物学的な役割を明らかに
することができる。 一
魚類卵の中にも、レラムノースという動物界では極めて希少な糖に結合特異性を示す レクチン
が共通 して存在 しており、古 くから発生分化、受精、生体防御などとの関連が指摘されてきたが、
その構造や機能については全 く不明であった。その実体 を明らかにすべ く、本研究ではサケ塀魚
類スチールヘッ ドトラウ ト(0"oo所γηd蹴5mγ嬬5)の未受精卵か ら単離 した3種 類のラムノ
ース結合特異性 レクチン(STL1、STL2、STL3)を中心対象 としながら、タンパク質化学、分
子生物学、免疫組織化学的な手法により、分子構造と機能の解明を行った。また、他の魚種由来
のレクチンについても比較生化学的な研究を行なった。第1章 では、STLsを中心 として、様々
な魚種の卵から単離 したラムノース結合特異性 レクチン7ア ミリー(RBLfamily)の性質と分子
構造について解析 し、このファミリーの分子進化を考察 した。第2章 ではSTLsの組織分布と卵
成熟、受精に伴う動態変化を調べ、STLsの多様な局在 と動態を明 らかにした。第3章 では細菌
表層に存在するリボ多糖、 リポテイコ酸に対するSTbの 結合特性を調べ、STL5の生物学的機
能と魚類の自然免疫との関係について考察 した。
第1章 ラムノース結合特異性レクチンファミリーの生化学的特性と分子構造
1、スチールヘ ッ ドトラウ ト卵 レクチ ン(S孔5)の単離、性状 、1次 構造
スチー ルヘ ッ ドトラウ ト(Oncorhynchusmykiss)の未 受精卵か ら し一ラムノー スを リガン ド
としたアフ ィニテ ィー クロマ トグラフィー 、続 いてHi-TrapQを用 いた陰 イオン交換 クロマ ト
グラフィー 、TSKgelODS120Tを用 いた逆相HPLCに よ り3種 類の ラムノー ス結合特異性 レ
クチン(STL1、STL2、STL3)を単 離 した(Fig.1)。架橋 法 によ り、STLsはそれぞれ28kDa、
21kDa、22kDaのサ ブユニ ッ トが非共有結合に よリホモ2量 体 を形成 している ことが分か っ
た(Fl9.2)。
STLsの糖結合特異 性を赤血球凝 集阻害試験によ り測 定 した(職ble1)。いずれの レクチ ンも
レラムノースに最 も強 い親和性 を示 し、メ リビオース、レ アラ ビノー ス、D一ガラク トース、D一
フコース 、ラク トース、 ラフ ィノース にも親和性 を示 した。STLsはD一アラ ビノースやL一フコ
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一 スには親和性 を示 さなか つた ことか らも分かるよ うに、STLsの糖への詰合には糖の2位 と4
位 の水酸 基の立 体配置が特 に重要で ある ことが分 か った(Fig.3)。
STLsの1次 構造 を気相 プロテイ ンシー クエンサー、ア ミノ酸組成分析 、MALD1飛行時間型
質量分析 計で分析 し、STL2とSTL3については全ア ミノ酸配列 を決定 した。STUに つ いては
258アミノ酸残基 を決定 したが 、N末 端側の約31ア ミノ酸残 基 を決定できなか った。 そ二で、
STL1は肝臓 、STL2とSTBで は卵巣のcDNAラ イブラ リー を鋳型と し、内部配列 を基 に作製
したプライマー を用 いてcD麗Aク ローニ ングを行い、RACE法によ りSTLsのそれぞれ 、1,251
bp、990bp、916bpの配 列を決 定 した。STLsはそれ ぞれ69bp(23aa)、69bp(23aa)、
66bp(22aa)のシグナルペプチ ドを含む、936bp(312aa)、654bp(218aa)、651bp(217
aa)の翻 訳領域か ら構成 され ていた(Fig.4)。STLs間の相同性 は40～52%で あ り、半 シスチ ン
残基は高度 に保存 され て いた。STLsのシグナルペ プチ ドは疎水 性ア ミノ酸残基に富んで いた も
の の 、STL1の シ グ ナ ル ペ プ チ ドはSTL2とSTL3の それ と は低 い相 同 性 しか 示 さず
(STL1-STL2=30%、STL1-STL3:18%、STし2-STL3=50%)、細胞 内での異なる局在性が示唆
された。
何れ の レクチ ンも約95ア ミノ酸 残基か ちなる ドメイ ンが、STL1では3回 、STL2とSTL3
では2回 、 タンデム に繰 り返 され た構造 を持 っていた。ウニ(!亀ηげ7σdda〃bα省55'釘7〃7∂)卵レ
クチ ン(SUEL)では、この ドメイ ン1つ か らなるサブユ ニ ッ トが ジスル7イ ド結合によ り2量 体
を形成 す ることで赤血球凝 集活性 を発現 して お り、この ドメイ ンはそれ 自体が糖鎖 を認識 しうる
ら
糖鎖認 識 ドメイ ン(RBLCRD)である と考 えられ た(Fig。5)[1]。このCRDモ チー フは、高度 に
保 存 され た8個 の 半 シス チ ン残 基 、N末 端側 のG、L、A-N(L)一Y-G-RとC末 端 側 の
D-P-C-X-G-T-Y-K-Y-L-E(D)によ り特徴 づ ける ことが でき、ラム ノース認識能に深 く関 与 して
いると考 えられる(Fig.6)。相 同性検 索か ら、RBLCRD様 ドメイ ン(RCLD)はヒ トやモデル生
物(D顧50ρ力'陶.Ce'eg∂η5、メレaわ'dbρ5'5)に遺伝子配列 に広 く存在 していた。RBLCRDモ
チー フはほ とん どの タンパ ク質でN末 端部 に配置 され てお り、内在性 リガン ドとの結合 に直接
関与 していると推測 され るが、 これ らの タンパ ク質が実際 にL一ラムノー スを認識す るか どうか
は明 らか に され ていな い。以上の結果か ら、STLsを構 成するRBLCRDモ チー フ構造 は魚類 に
限定 されず 、 ヒ トか ら線虫 まで広 く動物界 に存在 して いることが明 らかにな った。
2、ST』 の動物細胞 に よる発現系の構筆
活性型STLsの発 現 を、動物細胞 を用 いて試 みた。STL1、STL2、STL3、STL3のN末端 ド
メイ ン(STL3-N)のシグナルペ プチ ドを含む翻訳領域 をpcDL-SRalpha296ベクターの プロモ
ーター 下流のマルチ ク ローニ ングサイ トに導入 し、サル腎臓 細胞COS7に リボソーム法 によ り
形質転 換 し、一過 性発現 させ、ウエスタ ンブロッテ ィングに よ り発現 を確認 した(Fig。7)。発
現 させ たrSTL1、rSTL2、rSTL3、rSTL3-Nはいずれ もラム ノー スゲルへの結合能 を保持 して
いた。よ って、ク ロー ニング したSTLsのcDNAはSTLsをコー ドす る遺伝子であることがわか
った。またSTL3-Nもラム ノースへ の結 合能を示 した ことか ら、STLsを構成す る相同 ドメイ ン
一167一
が活性発現の最小単位である糖鎖認識 ドメイン(CRD)であることを確認 した。
3、他魚 種 由来の ラム ノース結合特異性 レクチンの単離 、性状 、1次 構造 解析
サケ 目サ ケ科シ ロサケ(0ηooノカγη`ノ7σ5ke重a)、ア メマス(5∂ルe〃ηα5'eσcom∂eηむ)、サケ
目アユ科 アユ(P/ecoglossusa/tivelis)の未受精卵 か らラム ノース結合 特異性 レクチンを単離 し、
STLsとの生化学的な比較 を行な った。
A、 シロサ ケ卵 レクチン
シロサ ケの来 受精卵か ら、レ ラム ノースを担体 と したア フィニテ ィー クロマ トグラ フィー 、イ
オ ン交換 クロマ トグラフィー、逆相HPLCによ り3種 類の ラムノース結合特異性 レクチ ン(CSL1、
CSL2、CSL3)を単離 した』CSLsはそれ ぞれ非還元SDS-PAGE.で28、21、22kDaを示 した。
CSLsはL一ラム ノース に最も強 い親和性を示 し、2位 と4位 の水酸基 の立 体配置が ラム ノース
と同 じ、 メ リビオース、'L一アラ ビノース、D一ガラク トー ス、D-7コ ース にも親和 性 を示 した。
CSLsの1次 構造 を気相 プロテインシー クエ ンサー 、ア ミノ酸組成分析 、MALDI飛行時間型質
■分析計 によ り分析 し、全ア ミノ酸配列 を決 定 した。CSLsは、対応す るSTLsにそれぞれ約95%
の高 い相 同性 を示 した。CSLsもSTLsと同様にRBLCRDモ チー フがタ ンデムに繰 り返 された
構造 を有 していた(Flgs.5、6)。.
B、アメマス卵 レクチ ン(WCLs)
アメマスの未受精卵か ら レ ラムノースを担体 と したア フ ィニテ ィー クロマ トグラ フイー と、　
陰 イオ ン交換 ク ロマ トグ ラフィー に よ り2種 類の ラム ノー ス結 合特異 性 レクチ ン(WCL1、
WCL3)を単離 した。WCLsは それぞれ非還元SDS-PAGEで28と22kDaを 示 した。WCLs
はL一ラム ノースに最 も強い親和性 を示 し、2位と4位 の水酸基 の立体 配置 が ラム ノー ス と同 じ、
メ リビオー ス、L一ア ラビノース、D一ガラク トース、D一フ:コー ス にも親和性 を示 した 。WCLsの
1次構造 を気相 プロテイ ンシークエ ンサー とRACE法を用 いたcDNAク ローニ ングで決 定 した。
WCL1とWCL3は 対応す るSTL1とSTL3に、それ ぞれ91、93%の高 い相 同性 を示 した。WCLs
もSTLsと同様 にRBLCRDモ チー フが タンデムに繰 り返 された構造 を有 していた(Fig.5)。ノ
ーザ ンブ ロッテ ィングとウエスタンブロッテ ィングか ら、ア メマス卵 中にはSTL2様 のタンパク
質、mRNAが 存在 していなか った。 これ は、スチール ヘ ッ ドトラウ トとシ ロサケがア メマス と
1000万年前 に生物進化 において分岐 した後に、遺伝子重複 によ ってSTL2とCSL2が 生 じた こ
とを示 して いる。 以上の結果か ら、STL様 の分子は高度 に保存 され てサ ケ科魚類 に共通 して存
在 して いる ことが分か った。
C、アユ卵 レクチ ン(SFL)
アユの未受精卵か らL一ラム ノース を担体 としたア フィニテ ィーク ロマ トグラフ ィーによ り、
SDS-PAGEで28kDaを示す ラム ノース結合特異性 レクチ ン(SFL)を単離 した 。SFしはL一ラム
ノー スに最 も強い親和性を示 し、2位 と4位 の水酸基の ラムノー ス と立体配置が 同 じ、メ リビ
オース 、L。ア ラビノース、D一フコース、 ラフィノース にも親 和性 を示 した。SFLの1次 構造は
現在分析 中であるが、内部配列 はSTL3に高い相 同性 を示 してお り、半シスチ ン残基 やい くつか
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のセグメン トも保存されていた。
また、これまでに他のグループによってもラムノース結合特異性 レクチンの構造についての報
告がなされている。共同研究者で あるKamiyaらによ リコイ目コイ科マルタ(7励o∬odoρ
加銘∂m聡 妨 の未受精卵から3種 類のラムノース結合特異性 レクチン(TBL1、TBL2、TBL3)
が単離 され、その1次 構造が決定された。TBLsは非還元SDS-PAGEで29、22、34kDaを示
した。TBLsはそれぞれ、207、189、308アミノ酸残基からそれぞれ構成されてお り、STb
に38「45%の相同性を示 した。TBLもSTL同様、RBLCRDが2回(TBL1、TBL2)もしくは3
回(TBL3)繰り返された構造か ら構成されていた。
Hosonoらはナマズ目ナマズ科マナマズ(5〃απ』5∂50加5)の未受精卵からラムノース結合特
異性 レクチン(SAL)を単離 し、その1次 構造を報告 した[2]。非還元SDS-PAGEで28kDaを示
す285アミノ酸残基から構成されていた。STLsに30%の相同性を示 し、RBLCRDモチーフ
が3回 繰 り返された構造から構成されていた。
以上の結果か ら、魚類卵から単離 されたラムノース結合特異性 レクチンは、いずれもSTLsを
構成していたRBLCRDがタンデムに2回 、もしくは3回 繰 り返 された構造を有 していること
が分かった(殆ble2)。これまでに得 られた知見を基に、RBLsを構成するCRDモ手一フ の系
統樹 を作成 した。RBLCRDの祖先遺伝子は大きく2っ の ドメイン(酎eminaldomain、
C-terminaldomain)に早い段階で分岐 した後、遺伝子の重複がおこり、、タンデム構造を構成 し
たと考えられる(Fig.9)。
ラムノースに結合特異性を示す レクチンは、サケ科を中心として原始的な真骨魚類か ら多く見
出されている(サケ目、ニシン目、コイ目、ナマズ目)が、進化上、上位に位置するスズキ目か ら
もラムノースに結合特異性をもつレクチンが単離されている【3]。よって、ラムノース結合特異
性レクチンは広 く魚類に分布 していることは聞違いない。先に述べたように、ウニ卵にもラムノ
ース結合特異性レクチンは存在 しており、動物界における分布に興味がもたれる。
動物 レクチンは、糖結合特異性 と構造上の類似性か らC-typelectin、galecヒin、1-typelecUn、
P-typelectinなどに分類、呼称 されているが[4]、魚類卵から見出したラムノース結合特異性
レクチンファミリーは既存の レクチンファミリーとは全 く異なる性質 と構造をもつことから、新
規の動物 レクチン7ア ミリーを構成 しているものと結論づけられる。
第2章STLsの 組綴分布及び卵成熟と受精に伴 う動態変化
ス手一ルヘ ッ ドトラウ ト各組 織 におけるSTLsの分布 を、抗ST」 抗体 を用いたサ ン ドイ ッチ
ELISAによ り調べた。SlrL1は雌の卵巣 と、雌雄 の肝臓 や脾臓 な ど、い くつかの組織 と血清に多
く存在 していた(Fig.10)。一方、STL2とSTL3は卵巣 にのみ 多 く存在 していた。
スチールヘ ッ ドトラウ ト各組織 におけるSTLsの発現 部位 を、ノーザ ンプロッテ ィングによ り
調べた(Fig.11)。STL1は卵 巣では発現 して お らず、肝臓でのみ発 現 していた。一方 、STL2と
STL3は卵巣でのみ発 現 していた。
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次に、STしsの分布を免疫組織化学的手法により、共焦点 レーザ・一顕微鏡で調べた。卵母細胞
が前卵黄形成期(previtellogenicstage)に入ると、卵黄胞が細胞質周辺部に微小胞として生 じ、
次第に大きさを増 しながら求心的に蓄積された。さらに卵黄形成期に入ると、卵黄球が卵黄胞の
間に出現 し始めた。STLsは、前卵黄形成期の卵母細胞で、卵黄胞の出現とともに検出された(Flg.
12)。卵黄形成期の卵母細胞においても、成長 した卵黄胞に蓄積されていることが分かった(Fig.
13)。STL1は、前卵黄形成期の卵巣の卵核胞 と卵黄膜にも局在 していた。受精前後の卵巣にお
けるSTLsの局在変化を調べたと二ろ、受精直前に細胞質表層の卵黄胞(表層胞)に局在 してい
たSTLsは、受轄の際、卵黄胞の崩壊とともに囲卵腔に放出された(Fig.14)。受精卵では囲卵
腔に位置 していることが分かった。
STLsの卵巣における発現部位を、STLsのmRNAに対するアンチセンスRNAプ ローブを用
いたlnsituハイブリダイゼーションにより調べた。STL2とSTL3のRNAは前卵黄形成期の卵
母細胞の細胞質周辺に検出されたが、さらに成熟 した卵黄形成期の卵母細胞では検出されなかっ
た(Flg。15)。これは、卵黄形成期の卵母細胞の体積が卵黄の蓄積により増加 し、STLsmRNA
濃度が減少 してしまったためと考えられる。ノ」ザンプロッティングの結果 と同様に、STL1の
mRNAは卵巣では検出されなかった。
STLsの受精から艀化にかけての動態変化をサン ドイッチELISA、赤血球凝集活性、ノーザン
プロッティングで調べた(Fig.16)。赤血球凝集活性、STL2タンパク質■、STL3タンパク質量
は受精前から受精後にかけて大きな変動は見られなか ったものの、艀化の際、大き く減少 した。
」方、STL1タンパク質■は騨化の際、逆に増加 し、卵黄嚢の吸収 とともに減少 した。STL2mRNA
とSTL3mRNAは前卵黄形成期から卵黄形成期にかけて検出されたが、受精卵、艀化 した稚魚
では検出されなかった(Fig.11B)。一方、STLImRNA量は受精前、受精後いずれの卵でも検
出されなかったが、艀化 した稚魚で検出された。卵での局在部位 を考えると、艀化の際、STL2
タンパク質量、STL3タンパク質量が急激に滅少したのは、囲卵腔に存在 していたものが、艀化
と同時に外に放出されたためであると考えられる。また、STL1タンパク質■が減少しなかった
のは、STL1が稚魚の中で合成、蓄積され始めているためであることがわかった。
STL1はサン ドイッチE紅SAに より雌雄の各組綜で検出されたことから、各組織における
STL1の分布を調べた(Figs」7)。STL1は脾臓や血中に存在する自血球、露の粘液細胞、腸の
杯細胞など、免疫系細胞に存在していることが分かった。以上の結果をまとめると、STLIlま肝
臓で発現 した後、血中を介 して卵巣、白血球や粘液細胞に移行することが分かった。一方、STL2
とSTL3は卵母細胞の細胞質で発現 して、そのまま卵黄胞に蓄積 されることがわかった6STL1
のシグナルペプチ ドの構造がST2、STL3と異なることか らも予想されたように、STL1はSTL2、
STL3とは明 らかに異なる局在を示した。
第3章STLsの 生物学的機能
STし1が脾臓や白血球、血清などの免疫系細胞に局在していたこと、受精卵ではSTLsが囲卵
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腔に局在 していたことを考えあわせると、STLsが魚類の自然免疫系に関係 していることが予想
された。自然免疫系が語識する物質としてよく知 られているのが、細胞壁構成成分であるグラム
陰性菌のりポ多糖(LPS)やグラム陽性菌の リポテイコ酸(rrA)、酵母のマンナンなどである。LPS
はlipidA、R:コア、0抗 原多糖の3つ の部分から構成されてお り、0抗原をもっているLPSは
スムース型 しPS(S-LPS)、O抗原を欠 いているものはラフ型LPS(R-LPS)と呼称されている
(Fig.18)a
まず、STLsの様々な抗原型LpSとロAへ の結合をサン ドイッチELISAで調べた(Fig.19)。
STLsは異なる構造をもつLPSに濃度依存的に結合 し、これ らの相互作用はラムノース濃度、温
度依存的に特異的に阻害 された(Fig.20)。特に εco〃K-12とSガexηe々1A由来のS-LPS
に強く結合 したが、それ らのLPSのラ7型 に対する結合はスムース型に比べると弱かった(Fid.
21)。STLsと5.〃exηe〃1AS-LPSの相互作用は ム σo〃K42や5.龍xηeの々S一しPSによ
り完全に阻害されたが、これらのR-LPSには全 く阻害されなかった(Fig,22,殆ble3)。以上
の結果か ら、STLsのLPSへの結合にはLPSのO抗原多糖の構造が重要であることが分かった。
Eoo〃K-12と5。ガexηe〃1AS-LPSの0抗原多糖はL一ラムノースをその繰 り返 し単位とし
て含む。予想されたように、L一ラムノースが天然のリガン ドである可能性は高い。またSTLsは
a5ロb翻鷹 由来の じrAにも濃度依存的に結合 し、ラムノースの添加により特異的に阻害された
(Fig.23),
次にSTLsの細菌に対する結合能について調べた(Flg.24)。STLsは実験で用いた細菌のほと
んどに結合性を示 したが、中でもグラム陰性菌の 五 〇〇〃K-12とグラム陽性菌の8.5σb繊5に
強く結合 した。またSTLsはこの2種 類の細菌を強 く凝集 した(Flg.25)。この凝集塊は0.1M
のL一ラムノースもしくは εGO〃K-12S-LPSとβ.5αわ備51.工Aの添加により、それぞれ阻害
された。STLsはこれ らの細菌に対 して増殖阻害活性を示 した。これ らの二とから、STLsはグ
ラム陰性菌のLPS、グラム陽性菌の[rAの構造 を認識 して微生物を結合、凝集する活性をもつ
ことが分かった。以上の結果か ら、STLsは、微生物がもつ特徴的な糖鎖パターンを語識するパ
ターン認識 リセプターであることが明らか となった[5]。
魚類の自然免疫系、特に卵での防御機構については、ほとんど分かっていない。卵や卿化した
ばか りの稚魚は微生物の感染を受け難いことが知 られており、母体由来の何 らかの因子が防御に
働いていると考えられている[6]。STLsが細菌表層のLPSやLrAを認識 して細菌を凝集 したこ
とから、ラムノース結合特異性 レクチンが魚類の自然免疫系において重要な役割を担っている可
能性が考えられる。現在、食細胞、補体系、ナチュラルキラー細胞に対する活性化能について検
討中である。
総括
魚類卵の中に赤血疎を強 く凝集する物質があることは以前から知れており、魚類卵 レクチンの
単離と性状に関する論文はいくつか報告 されていた。これ らのレクチンは多精拒否や外界か らの
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胚の防御、胚発生に重要な役割をもつのではないかと推測されていたが、その構造や機能に関し
ての知見は全 くなかった。本研究は、ラムノース結合特異性 レクチンの構造、詳細な組繊分布、
細菌 との相互作用を明らかにしただけでなく、動物 レクチン7ア ミり一に新たな一員を加える証
拠を提示 した。このファミリーを構成するRBLCRDモチーヲは繰虫からヒ トまで広く動物界に
存在 しており、動物にとって重要な分子であると考えられる。今後、この新規 レクチンヲァミリ
ーが様々な動物種から見出されると予測 され、動物界におけるこの7ア ミリーの生物機能の重要
性が益々高まるもの と考えられる。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
レクチンは,細胞表面などの糖鎖の構造を認識 して結合するタンパク質であ り,情報伝達などの多様
な生体機構に関与していると考えられている。魚類卵にもラムノースに結合特異性を示すレクチンが存
在 してお り2古くから発生分化,受精,生体防御などとの関連が指摘されてきたが,そ の構造や機能に
・?いては全 く不明であった。本研究は,その実体を明らかにするべ く,サケ科魚類スチールヘッドマス
の未成熟卵から単離 した3種類のレクチン(STL1,STL2,STL3)を中心として,タ ンパク質化学,分
子生物学,免 疫組織化学的な手法を使 って魚類卵 レクチンの分子構造 と生物機能の解明を目指 したもの
である。
最初に,3種類のSTLの糖結合特異性やサブユニット構造を調べた後,1次構造をタンパク質レベル
とcDNAの両面から決定 し,これらの レクチンが相同性を持った繰 り返 しドメイン構造からなることを
明らかにした。また,STLは従来知られている動物 レクチンファミリーのいずれにも属さず,データベー
スの相同性の検索によってそのモチーフ構造が ヒトから線虫まで広 く動物界に存在 していることを発見
した。動物細胞を用いた発現系の構築によって1つの分子内 ドメインが糖鎖認識の最小構成単位である
ことを証明した。
次に,シロサケ,ア メマス,アユなどの異なる魚種の卵からレクチンを単離して生化学的な性状を明
らかにすることによって,分子進化過程 を考察するとともに,ラムノース結合特異性レクチンが新規の
動物レクチ ンファミリーを構成することを結論付けた。
魚体におけるSTLの組織分布を免疫組織化学的手法 とノーザンプロッティングで調べ,STL1は雌雄の
肝臓でのみ発現 して血流を介して卵巣に運ばれること,STL2とSTL,3は卵巣のみで発現 していることを
明らかにした。さらに卵成熟過程,及 び受精から艀化におけるSTLIの動態を精査した。そしてSTLI1が脾
臓や白血球,」血清などの免疫系細胞に局在 し,受精卵ではSTL、sは囲卵腔に局在 していることからST五s
が魚類の自然免疫系に関与 していることを指摘 した。これを証明するために,魚病細菌を含むグラム陰
性菌及びグラム陽性菌に対するSTLsの擬集活性,ま た,それらの細胞壁構成成分であるリボ多糖(LIPS)
やリポテイコ酸(LTA)に対するSTLsの相互作用を結合試験を用いて明らかにした。これらの結果に
よってSTLsがLPSやLTAの構造を識別して微生物と相互作用することを実験的に証明した。
以上のように本論文は,魚類卵で発見 したラムノース結合特異性レクチン群の化学構造を初めて解明
しただけでなく,詳細な組織分布や動態,細菌との相互作用を解析 して,これらのレクチンが生体内で
糖鎖を介 した重要な機能を担う新規の動物 レクチンフ㌣ ミリーを構成する実験証拠を提示 した学術的に
優れたものである。よって,博士(農 学)の学位を授与するに値すると判定した。
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